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@ Sequence d'ADN isol6e pouvant servir de zone terminatrice dans un gene chimera utilisable pour la 
transformation des plantes. 

(57) 1) Gene chimere pour la transformation des plantes. 

2) II comprend au moins, dans le sens de ia transcription, une zone promotrice, un transgene et une 
zone terminatrice, caracterise en ce que la zone terminatrice est constitue d'au moins un zone 
terminatrice d'un gene d'histone vegetale permettant Texpression de la protelne dans les zones de 
croissance rapide. 

3) Production de plantes transgeniques. 
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La presente invention concerne ('utilisation de zone terminatrices isoiees de genes transcrits de plantes, 
de nouveaux genes chimeres les contenant et !eur utilisation pour la transformation des plantes. 

De nombreux caracteres ph6notypiques associ6s £ ['expression d'un ou quelques elements geniques peu- 
vent §tre int6gr6s dans le g6nome de plantes et conferer ainsi £ ces plantes transg6niques des proprtetes agro- 
5 nomiques avantageuses. De fegon non extensive on peut citen les resistances £ des agents pathog£nes des 
cultures, la resistance £ des produits phytosanitaires phytotoxiques, la production de substances a int6ret ali- 
mentaire ou pharmacologique. En plus de I'isolement et la caracterisation des elements g6niques codant pour 
ces differents caracteres, une expression appropriee doit etre assume. Cette expression appropriee peut se 
situer aussi bien au niveau qualitatif que quantitatif. Au niveau qualrtatif. par exemple spatial: expression pre- 

10 ferentielle dans un tissu particulier, ou temporel: expression inductible. Au niveau quantitatif par la quantite 
accumuiee du produit d'expression du gene introduiL Cette expression appropriee depend pour une large part 
de la presence d'6l6ments ggniques de regulation associes aux transgfenes, en particulier pour ce qui concerne 
les elements quantitatifs et qualitatifs. Parmis les elements primordiaux assurant cette regulation appropriee, 
I'utilisation de zones promotrices homologues ou het6rologues t simples ou combin6es a ete largement decrite 

15 dans la litterature scientif ique. ^utilisation de zone terminatrice en aval du transggne ont ete utilisges a seule 
fin de mettne une borne permettant d'aroiter le processus de transcription du transg&ne, sans presuppose 
quant £ leur r6ie sur ia qualite ou la quantity de ('expression du transgene. 

La pr6sente invention concerne ('utilisation de zone terminatrices iso!6es de g£nes transcrits de plantes, 
de nouveaux genes chimgres les contenant et leur utilisation pour la transformation des plantes. Elle concerne 

20 plus particulierement ('utilisation conjointe de zone terminatrices et de promoteurs isolgs d'un m§me gene 
transcrit de plantes. Elle permet ('expression appropriee £ la fois quantitative et qualitative des transgenes sous 
le contole de ces elements de regulation genique. Cette expression appropriee obtenue par ('utilisation de la 
presente invention peut concerner des caracteres tels que: la resistance & des agents pathogenes des cultu- 
res, la resistance £ des produits phytosanitaires phytotoxiques. la production de substances £ int6ret alimen- 

25 taire ou pharmacologique. En particulier, elle permet de conferer aux plantes transggniques une tolerance ac- 
crue & des herbicides par une expression prgfgrentielle, qualitative et quantitative, du produit d'expression des 
genes chim£res dans les regions de la plante en croissance rapide. Cette expression appropriee particuli£re 
du gene de resistance herbicide est obtenue par utilisation conjointe des elements de regulation promoteur et 
zone terminatrice du gene d'histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana. Un tel prof il d'expression peut etre obtenu 

30 pour tous les caracteres presentant un interet, tels que d6crit ci-dessus, avec les elements de regulation utilises 
pour conferer une tolerance herbicide accrue. La presente invention concerne egaiementles cellules v6getales 
transform6es & I'aide de ces genes et les plantes transformees'regener6es £ partir de ces cellules ainsi que 
les plantes issues de croisements utilisant ces plantes transformees. 

Parmi les produits phytosanitaires utilises pour la protection des cultures, les produits systemiques sont 

35 caract6ris6s en ce qu'ils sont vehicu!6s dans la plante aprgs application et, pour certain d'entre eux, s'accu- 
mulent dans les parties en croissance rapide, notamment les apex caulinaires et racinaires, provoquant, dans 
le cas des herbicides, ('alteration, jusqu'£ la destruction, des plantes sensibles. Pour certain des herbicides 
presentant ce type de comportement, le mode d'action primaire est connu et resulte d'une inactivation d'en- 
zymes caracterisees impliqu6es dans des voies de biosynthese de composes n6cessaires au bon d6veloppe- 

40 ment des plantes cibles. Les enzymes cibles de ces produits peuvent §tre iocalisees dans diffgrents compar- 
timents subcellulaire et I'observation du mode d'action de produits connus montre le plus souvent une loca- 
lisation dans le compartiment plastidial. 

La tolerance des plantes sensibles £ un produit appartenant £ ce groupe d'herbicides, et dont la cibie pri- 
maire est connue, peut-etre obtenue par introduction stable dans leur genome d'un gene codant pourl'enzyme 

45 cible, d'origine phylogenetique quelconque, mutee ou non quant aux caracteristiques 'd'inhibition par I'herbicide 
du produit de ('expression de ce gene. Une autre approche consiste £ introduire de fa?on stable dans le genome 
des plantes sensibles un gene d'origine phylog6n6tique quelconque codant pour une enzyme capable de rea- 
iiser une metabolisation de I'herbicide en un compose inactif et non toxique pour le deveioppement de la plante. 
Dans ce dernier cas, il n'est pas n6cessaire d'avoir caracterise la cible de I'herbicide. 

so Etant donne le mode de distribution et d'accumuiation des produits de ce type dans les plantes traitges, 
il est interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction de ces genes de fagon £ permettre leur ex- 
pression preferentielle et leur accumulation dans les regions de la plante en croissance rapide ou ces produits 
s'accumulent. De plus, et dans le cas ou la cible de ces produits est localisee dans un compartiment cellulaire 
autre que le cytoplasme, ii est interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction de ces g£nes sous 

55 forme d'un precurseur contenant une sequence polypeptidique permettant Cadressage de la proteTne conferant 
ia tolerance dans le compartiment adgquat, et en particulier dans le compartiment plastidial. 

A titre d'exemple illustrant cette approcche on peut citer le glyphosate, le sulfosate ou la fosametine qui 
sont des herbicides systemiques £ iarge spectre de la famille des phosphonom6thylg!ycines. lis agissent es- 
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sentiellement comme inhibiteurs competitifs vis k vis du PEP (phospho6nolpyruvate) de la 5-6nolpyruvyIshi- 
kimate-3-phosphate synthase (EPSPS, EC 2.5.1.19). Apres leur application sur la plante, ils sont v6hicules 
dans la plante ou ils s'accumulent dans les parties en croissance rapide, notemment les apes caulinaires et 
racinaires, provoquant ['alteration, jusqu'S la destruction, des plantes sensibles. 

L'EPSPS, cibleprincipale de ces produits est une enzyme de la voie de biosynthese des acides amines 
aromatiques locaiis§e dans le compartiment piastidial. Cette enzyme est cod6e par un ou des genes nucleates 
et synth6tis6e sous forme d'un pr6curseur cytoplasmique puis importer dans les plastes ou elle s'accumule 
sous sa forme mature. 

La tolerance des piantes au glyphosate et aux produits de la famille est obtenue par Introduction stable 
dans leur genome d'un gene d'EPSPS d'origine v6getale ou bacterienne, mutee ou non quant aux caracteris- 
tiques d'inhibition par le glyphosate du produit de ce gene. Etant donne le mode d'action du glyphosate, il est 
interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction de ce gene de fagon k permettre son accumulation 
importante dans les plastes et de plus, dans les regions de la plante en croissance rapide ou les produits s'ac- 
cumulent 

II est connu, par exemple d'apres le brevet am6ricain 4 535 060, de conferer h une plante une tolerance 
k un herbicide du type ckJessus, en particulier la N-phosphonomethylglycine ou glyphosate, par introduction 
dans le genome des plantes d'un gene codant pour une EPSPS portant au moins une mutation rendant cette 
enzyme plus resistante k son inhibiteur comp6titif (le glyphosate), apres localisation de I'enzyme dans le 
compartiment piastidial. Ces techniques demandent cependant k etre ameiioreTs pour une plus grande f iabilite 
dans I'emploi de ces plantes lors d'un traitement par ces produits dans des conditions agronomiques. 

Dans la presente description, on entend par "plante" tout onganisme multicellular differentie capable de 
photosynthese et par "cellule v6getale" toute cellule issue d'une plante et pouvant constituer des tissus indif- 
f6renci6s tels que des cals, ou des tissus differences tels que des embryons ou des parties de plantes ou des 
plantes ou des semences. On entend par"zone terminatrice" une sequence d'ADN iso!6e de longueur variable, 
situ6e en aval de la partie codante ou correspondant k la partie structurale d'un gene transcrit. On entend par 
gene de tolerance k un herbicide tout gene, d'origine phylog6n6tique quelconque, codant soit pour I'enzyme 
cible de I'herbicide, presentant ou non une ou des mutations quant aux caractenstiques d'inhibition par I'her- 
bicide, soit pour une enzyme capable de m6taboliser I'herbicide en un compost jnactif et non toxique pour la 
plante. On entend par zones de la plante en croissance rapide, les regions qui sont le siege de mutiplications 
cellulaires importantes, en particulier les regions apicales. 

La presente invention concerne la production de plantes transformers ayant notamment une tolerance 
accrue k des herbicides s'accumulant dans les zones en croissance rapides des plantes traitees, par regene- 
ration de cellules transformers a I'aide de nouveaux genes chimeres comportant un gene de tolerance k ces 
produits. invention a egalement pour objet la production de plantes transformers ayant une tolerance accrue 
aux herbicides de la famille des phosphonomethyiglycines par regeneration de cellules transformees k I'aide 
de nouveaux genes chim6res comportant un gene de tolerance k ces herbicides. L'invention concerne egale- 
ment ces nouveaux genes chimeres, ainsi que des plantes transformers plus toierantes en raison d'une meil- 
leure tolerance dans les parties en croissance rapide de ces plantes, ainsi que les plantes issues de croise- 
ments utilisant ces plantes transformers. Elle a egalement pour objet de nouveaux zone terminatrices pour 
la construction des genes chimeres ci-dessus. 

Plus particulierement, l'invention a pour objet un gene chimere pour confeYer aux plantes notamment une 
tolerance accrue vis k vis d'un herbicide ayant pour cible I'EPSPS, comprenant, dans le sens de la transcription, 
une zone promotrice, une zone peptide de transit, une sequence codant pour une enzyme de tolerance aux 
produits de la famille des phosphonomethyiglycines et une zone terminatrice, caractense en ce que la zone 
terminatrice est constitute d'un fragment d'un zone terminatrice d'un gene d'histone vegetale dans une orien- 
tation quelconque relativement k son orientation initiate dans le gene duquel il derive, permettant I'expression 
pref6rentielle et I'accumulation de la proteTne de tolerance k I'herbicide dans les zones d'accumulation du dit 
herbicide. 

Le gene d'histone, dont est issu le zone terminatrice selon l'invention, provierit d'une plante monocotyle- 
done telle que par exemple le ble, le mais ou le riz ou de preference d'une plante dicotyiedone telle que par 
exemple la luzerne, le tournesol, le soja, le colza ou de preference Arabidopsis thaliana. On utilise de prefe- 
rence un gene d'histone du type H3 ou de preference du type H4. 

La zone peptide de transit comprend, dans le sens de la transcription, au moins un peptide de transit d'un 
gene vegetal codant pour une enzyme k localisation plastidiale, une partie de ia sequence de la partie mature 
N-terminale d'un gene vegetal codant pour une enzyme k localisation plastidiale, puis un second peptide de 
transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme k localisation plastidiale, de preference le g6ne de la petite 
sous-unite de ia ribu!ose-1 ,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) selon ia demande de brevet eu- 
ropeen/ PCT 508 909. Cette zone caracteristique a comme role de permettre le relargage dans le comparti- 
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ment plastidiai d'un polypeptide mature avec une eff icacite maximale, de preference sous forme native. 

La sequence codante utilisabie dans le g6ne chimere selon ^invention provient d'un gene de tolerance 
herbicide d'origine phylogenetique quelconque. Cette sequence peut etre notamment celle de I'EPSPS mufee 
ayant un degr6 de tolerance au glyphosate. 

5 La zone promotrice selon la demande de brevet europeen/ PCT 507 698 peut etre d'origine quelconque, 

sous forme simple ou dupliqu6e ou combin6e d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes, c'est a 
dire, par exempie bacferienne telle que celle du g6ne de la nopaline synthase, ou virale telle que celle du trans- 
crit 35S du virus de la mosaTque du chou-fleur, ou de preference v6g6tale telle que celle de la petite sous- 
unite de la ribuiose-1 ,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase ou de preference telle que celle d'un gene d'his- 

10 tone v6g§tale et de preference d'Arabidopsis thaliana. On utilise de preference un g£ne d'histone du type H3 
ou de preference H4. 

Le g6ne chimere selon I'invention peut comprendre, en plus des parties essentielles ci-dessus, une zone 
interm6diaire non traduite (linker) entre la zone promotrice et la zone codante ainsi qu'entre la zone codante 
et la zone terminatrice et qui peut etre d'origine phylogenetique quelconque. 

15 

EXEMPLE 1: Construction de genes chimeras 

On effectue la construction de genes chimeres selon ('invention & partir des elements suivants: 

1) Promoteur de g6ne d'histone: on isole le promoteur £ partir d'un clone d'histone H4A748 d'Arabidopsis 
20 thaliana race Strasbourg (M.E. Chaboute, These de I'Universite de Strasbourg, 1987 et M.E.Chaboute et 

al (1987) Plant Mol.Biol., 8, 179-191). Ce promoteur compren ant environ 900pb entreles sites Aval utilises 
pour I'isoler a et6 sous-clone au site Sail de pUC18 disponible sur catalogue (Pharmacia #27-4949-01) 
apres remplissage des extr6mites saillantes Sail et Aval par la polymerase de Klenow. L'uri des sous- 
clones obtenu pr6sentant I'extremite 5' du promoteur proche du site Hindlll du polylinker de pUC1 8 et I'ex- 
25 tr6mite 3' du promoteur proche du site Xbai du polylinker de pUC18 a 6t6 utilise par la suite et nomm6: 
prom.H4A748/Aval/Sall-pUC18. 

2) Zone peptide de transit les deux peptides de transit ainsi que les elements de proteTne matures utilises 
ont 6t6 d6crits ? de m§me que leur assemblage (M. Lebrun et a/., demande de brevet europeen/PCT 508 
909). Cette zone comprend environ 350pb et est nomm6e Peptide de Transit Optimise (PTO). 

30 3) Gene de tolerance herbicide CT7: il provient du g6ne mute CT7 (Pro101 en Ser) de I'EPSPS de Sal- 
monella thyphymurium isole par Stalker et al. (1985) J.Biol. Chem,, 260, 4724-4728. Le clone pGM34-2, 
fourni par Calgene, a 6fe linearise par Xbal puis traite par la nuclease de Vigna radlata. Apres recoupure 
par Smal, les deux extremifes tranches ont 6te ligaturees. Le clone obtenu possede un site Ncol sur I'ATG 
initiateur de la traduction, ainsi qu'un site Sail £ 1 7pb en aval du codon stop. Ce clone a ete nomm6 pRPA- 

35 BL-104. 

4) Fusion TPO/CT7: une cassette d'expression contenant le transit peptide optimis6(TPO) f usionne dans 
le cadre de lecture avec le g6ne CT7 (B.Leroux et al., demande de brevet europ6en/ PCT 507 698) est 
donee dans le vecteur pBSII SK(-) (catalogue Stratagene #212206). Cette cassette 5-TPO/CT7-3' con- 
tient un site Xbal a son extremite 5' et un site Sstl & son extr6mite 3'. 
40 5) Gene rapporteur GUS: il s'agit du gene codant pour la p-glucuronidase(GUS) present dans le plasmide 
pB1 101-1 disponible sur catalogue (Clontech #6017-1). 

6) Zone terminatrice histone: elle est iso!6e e partir du gene d'histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana 
(M.E.Chaboute, these de I'Universite de Strasbourg, 1987 et M.E.Chaboute et al. (1987) Plant Mol.Biol., 
8, 1 79-191). Un fragment Sau3AI de 661 pb a ete isofe, rendu & bonds francs partraitementa la polymerase 

45 de Klenow et sous-clone au site Smal du phagemide pBluescript®!! KS (+) disponible sur catalogue (Stra- 
tagene #212207). La sequence de ce fragment est presentee ci-dessous dans la section :"liste de sequen- 
ce". II a 6te montfe par cartographie S1 que ce fragment isole comprend £ Tinferieur d'une region de 200 
pb de son extremite 5', dans le sens originel de la transcription, la sequence correspondant a celle pfesente 
avant le site de polyadenylation du mRNAderivant de la transcription de ce gene. Le nucleotide A en po- 

50 sition 165 de la sequence de 661 pb correspondant au site d'addition de i'extremite polyadenyfee pfesente 
sur le transcrit (Chaboute M.E. et al. (1 988) Gene, 71 , 21 7-223). Deux sous-clones ont ete conserves, qui 
pr6sente I'un: I'insert oriente dans le sens originel de la transcription du g6ne H4A748 sous forme d'un 
fragment Sstl-EcoRI et nomme t-directH4A748/Sau3AI/Smal-pKS, et I'autre en sens inverse sous forme 
d'un fragment Sstl-EcoRI et nomme t-inverseH4A748/Sau3AI/Smal-pKS. 

55 Sequence de 661 pb du zone terminatrice d'histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana dans le sens originel 

de la transcrition du gene: 
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GATCCGCGTT TGTGTTTTCT CCGTTTCTCA CTTAAGCGTC TGCGTTTTAC TTTTGTATTG 60 
GGTTTGGCGT TTAGTAGTTT GCGGTAGCGT TCTTGTTATG TGTAATTA.CG CTTTTTCTTC 120 
TTGCTTCAGC AGTTTCGGTT GAAATATAAA TCGAATCAAG TTTCACTTTA TCAGCGTTGT 180 
TTTAAATTTT GGCATTAAAT TGGTGAAAAT TGCTTCAATT TTGTATCTAA ATAGAAGAGA 240 
CAACATGAAA TTCGACTTTT GACCTCAAAT CTTCGAACAT TTATTTCCTG ATTTCACGAT 300 
GGATGAGGAT AACGAAAGGG CGGTTCCTAT GTCCGGGAAA GTTCCCGTAG AAGACAATGA 360 
GCAAAGCTAC TGAAACGCGG ACACGACGTC GCATTGGTAC GGATATGAGT TAAACCGACT 420 
CAATTCCTTT ATTAAGACAT AAACCGATTT TGGTTAAAGT GTA^CAGTGA GCTGATATAA 480 
AACCGAAACA AAC CGGT AC A AGTTTG ATT'J AGCAACTTGA TGACAAAC7T CA.GAATTTTG 54 C 

is GTTATTGAAT GAAAATCATA GTCTAATCGT AAAAAATGTA CA.GAAGAAAA GCTAGAGCAG 600 
AACAAAGATT CTATATTCTG GTTCC.-_-.TTT ATCATCGCTT TAACGTCCCT CAGATTTGAT 660 
C . - 

661 

20 

7) Zone terminatrice "nos": il s'agit du fragment contenant le signal dezone terminatrice du g6ne de la no- 
palinesynthase(nos) de pTi37 (Bevan M.etaL (1983) Nucl.Acids Res., 11, 369-385) pr6sentsurle plasmide 
pBI 101-1 disponible sur catalogue (Clontech #601 7-1 ). 

L'assemblage de tous ces 6l6ments a 6t6 effectu6 de la fagon suivante sur la base du squelette du vecteur 
25 binaire pour la transformation des plantes via Agrobactenum tumefaciens, pB1 1 01-1 disponible sur catalogue 
(Clontech #6017-1): 

Construction de pRA-1 : 

30 Le promoteur histone H4A748 d'Arabidopsis thaliana a 6t6 excis6 du plasmide prom.H4A748/Aval/Sall- 
pUC18 sous forme du fragment Hindi H/Xbal de environ 900pb. Ce fragment a 6te Ins6r6 par ligation dans le 
plasmide pB1 101-1 dig&r6parHindlII/XbaI. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans le sens de la trans- 
cription du gfcne chim&re: promoteur H4A748/GUS/zone terminatrice nos et a 6t6 nomm6 pRA-1 . 

35 Construction de pRA-2: 

Le zone terminatrice H4A748 d'Arabidopsis thaliana a 6te excis6 du plasmide t-directH4A748/Sau3AI/Smal- 
pKS sous forme d'un fragment Sstl/EcoRI d'environ 670pb. Ce fragment a 6te ins6r6 par ligation en substitu- 
tion du zone terminatrice nos apres digestion du plasmide pRA-1 par Sstl/EcoRI. Le plasmide recombinant 
40 obtenu contient, dans ie sens de la transcription du g§ne chimfcre: promoteur H4A748/GUS/zone terminatrice 
H4A748 en orientation directe et a 6te nomnte pRA-2. 

Construction de pRA-3 : 

45 Le zone terminatrice H4A748 d'Arabidopsis thaliana a ete excise du plasmide t-inverseH4A748/Sau3Al/Smal- 

pKS sous forme d'un fragment Sstl/EcoRI d'environ 670pb. Ce fragment a ete insure par ligation en substitution 
du zone terminatrice nos apres digestion du plasmide pRA-1 par Sstl/EcoRI. Le plasmide recombinant obtenu 
contient, dans le sens de la transcription du gene chimere: promoteur H4A748/GUS/zone terminatrice H4A748 
en orientation inverse et a ete nomrrte pRA-3. 



50 



Construction de pRPA-RD-146 : 



Le fragment Xbal/SstI d'environ 1 ,75kpb contenant PTO/CT7 a ete insere par ligation en substitution du 
gene GUS apres digestion du plasmide pRA-1 parXbal/Sstl. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans 
55 le sens de ia transcription du g6ne chimere: promoteur H4A748/PTO/CT7/zone terminatrice nos et a ete nom- 
ntepRPA-RD-146. 
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Construction de pRPA-RD-147: 

Le fragment Xbal/Sstl d'environ 1,75kpb contenant PTO/CT7 a 6t6 ins6r6 par ligation en substitution du 
g&ne GUS aprSs digestion du piasmide pRA-2 parXbai/Ssti. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans 
5 le sens de la transcription du gfene chim&re: promoteur H4A748/PTO/CT7/zone terminatrice H4A748 en orien- 
tation directe et a 6t6 nomm6 pRPA-RD-147. 

Construction de pRPA-RD-148 : 

10 Le fragment Xbal/Sstl d'environ 1,75kpb contenant PTO/CT7 a 6te ins6r6 par ligation en substitution du 
g6ne GUS apr£s digestion du plasmide pRA-3 par Xbal/Sstl. Le plasmide recombinant obtenu contient, dans 
le sens de la transcription du g§ne chimfere: promoteur H4A748/PTO/CT7/zone terminatrice H4A748 en orien- 
tation inverse et a 6t6 nomm6 pRPA-RD-148. 

15 EXEMPLE 2: Expression de I'activite d'un gfene rapporteur 

1) Transformation et r6g6n6ration 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium tumefaciens LBA4404 disponible 
20 sur catalogue (Clontech #6027-1) par croisement triparental k I'aide du plasmide "helper" pRK 201 3 dans Es- 
cherichia coli HB101 selon la procedure dScrite par Bevan M. (1984) Nucl Acids Res., 12, 8711-8721. 

La technique de transformation d partir d'explants racinaires d'Arabidopsis thaliana L.-6cotype C24 a 6t6 
effectu6e seion la procedure d§crite par Valvekens D. et al. (1988) Proc.Natl.Acad.Sci USA, 85, 5536-5540. 
Brfevement, 3 stapes sont n£cessaires: induction de la formation des cals sur milieu B5 de Gamborg compl£- 
25 mente de 2,4-D et de kin6tine; formation de bourgeons sur milieu B5 de Gamborg complements de 2iP et d'lAA; 
enracinement et formation de graines sur MS sans hormones. 

2) Mesure de I'activite GUS dans ies plantes 

30 a- observations histochimiques 

La relation de I'activite GUS (Jefferson R.A. et al. (1987) EMBO J., 6, 3901-3907) sur differents 
organes de plantes transg&niques montre que ('expression prSferentielle dans Ies regions m£ristgmati- 
ques est conserv6e avec Ies constructions pRA-2 et 3. De plus, la construction pRA-2 permet d'observer 
une activity dans Ies tissus adultes (feuilles, racines, hampes floraies) qui n'apparait pas avec la cons- 

35 truction pRA-1. 

b- mesures f luoronrtetriques 

L'activite GUS a ete mesur6e par f luorom6t rie sur des extraits de bourgeons f loraux et de feuilles de 
la rosette (Jefferson RA et al. (1987) EMBO J., 6, 3901-3907) & partir de 12 plantes, correspondant £ 
des evenements individuels de transformation, pour chacune des constructions pRA-1, 2 et 3. 

40 Les resultats moyens calcutes, en pmol MU/min.mg prot., sont Ies suivants: 



45 Constructions Feuilles (F) Bourgeons f B) Rapports R/F 

pRA-1 X50,25 3965,33 4.66 

pRA-2 4H90.67 . 33683/75 6.89 

pRA-3 4211,73 27752,45 6,59 
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Ces mesures montrent clairement que la zone terminatrice H4A748 en sens direct ou inverse induit une aug- 
mentation de l'activite de 1'expression du gene chimere, en particulier dans les regions de la plante en crois- 
sancerapide. 
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EXEMPLE 3: Tolerance de plantes transg6niques £ un herbicide 

1) Transformation et r6g£n6ration 

5 Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 disponible 

sur catalogue (Clontech #6027-1) par croisement triparenta! d faide du plasmide "helper* pRK 2013 dans Es- 
cherichia coli HB101 selon la procedure d6crite par Bevan M. (1984), Nucleoids Res., 12, 8711-8721. 

La technique de transformation d partir d'explants foliaires de tabac est basee sur la poc6dure d6crite par 
Horsh R. etal. (1985) Science, 227, 1229-1231. La r6g6n6ration du tabac PBD6 (provenance SEITA-France) 

10 & partir d'explants foliaires est r6alis§e sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 200u.g/ml de kanamycine en trois Stapes successives: la premiere comprend I'induction 
des pousses sur un milieu MS addrtionn6 de 30g de saccharose contenant 0,05mg d'acide naphtylac6tique 
(ANA) et 2mg/l de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les pousses form^es au cours de cette 6tape 
sont ensuite d6ve!opp6es par culture sur un milieu MS additionn6 de 30g/l de saccharose mais ne contenant 

15 pas d'hormone, pendant 10 jours. Puis on pr6l6ve des pousses d6veIopp6es et on les cultive sur un milieu 
d'enracinement MS dilu6 au demi, d teneur moitte en sels, vitamines et sucres et ne contenant pas d'hormone. 
Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracin6es sont pass6es en terre. 

2) Mesure de la tolerance au glyphosate: 

20 

Vingt plantes transform6es ont 6t6 reg6n6r6es et pass6es en serre pour chacune des constructions pRPA- 
RD-A, B et C. Ces plantes ont 6t§ traces en serre au stade 5 feuilles avec une suspension acqueuse de Roun- 
dUp correspondant d 0,8kg de mati&re active glyphosatte par hectare. 

Les r6sultats correspondent d ('observation d'indices de phytotoxicite releves 3 semaine apres traitement. 
25 Dans ces conditions, on constate que les plantes transform&es par les constructions prgsentent en moyenne 
une tolerance acceptable (pRPA-RD-146) voire bonne (pRPA-RD-147 et 148) alors que les plantes temoins 
non transform§es sont complement d6truites. 

Ces r6sultats montrent ciairement I'amSlioration apportee par I'utiiisation d'un g§ne chim^re selon I'invention 
pour un meme gdne codant pour la tolerance au glyphosate. 
30 Les plantes transform6es selon invention peuvent Stre utilis6es comme parents pour I'obtention de Iign6es 
et d'hybrides ayant le caract&re ph6notypique correspondant & ('expression du g&ne chim6re introduit. 



Revendications 

35 

1) Sequence ADN isol6e pouvantservirdezone terminatrice dans un gene chimfcre utilisable pour la trans- 
formation des plantes, caract§ris£e en ce qu'elle comprend dans le sens de la transcription du g6ne chjm&re, 
au moins un zone terminatrice d'un g6ne d'histone v6g6tale permettant I'expression du produit de traduction 
du gene chimere en particuiier dans ies regions de la piante en croissance rapide. 

40 2) Sequence ADN selon la revendication 1, caracterisee en ce que la zone terminatrice est orientee, dans 
le sens de la transcription du g&ne chimere, de facon directe ou invers£e reiativement d son orientation initiate 
dans le sens de la transcription du g&ne dont elle est issue. 

3) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 et 2, caract6ris§e en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'une piante dicotytedone. ' 

45 4) Sequence ADN selon la revendication 3, caracteris6e en ce que le zone terminatrice d'histone provient 
d'Arabidopsis thaliana. 

5) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'une piante monocoty!6done. 

6) Sequence ADN selon la revendication 5, caract£ris£e en ce que le zone terminatrice d'histone provient 
50 de Zea mays. 

7) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 & 6, caract§ris6e en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'un gfene d'histone v6g6tale H4. 

8) Sequence ADN selon I'une des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le zone terminatrice d'his- 
tone provient d'un gdne d'histone v6g£tale H3. 

55 9) Sequence ADN selon I'une des revendications 1 & 8, caracteris6e en ce que la zone terminatrice 

comprend plusieurs 6l6ments dezone terminatrice associ6s. 

10) Sequence ADN selon I'une des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que la zone terminatrice 
comprend un zone terminatrice de g6ne d'histone associ6 & un zone terminatrice d'un g6ne pouvant s'exprimer 
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natureliement dans ies plantes. 

11) Sequence ADN selon Tune des revendications 1 & 10, caracterisee en ce qu'eile permet I'expression 
du produit d'un gene de tolerance herbicide dans Ies zones d'accumulation dudit herbicide dans la piante. 

12) Gene chimere pour la transformation des plantes comprenant au moins, dans le sens de la transcrip- 
5 tion, une zone promotrice, une sequence d'un gene de tolerance herbicide et une zone terminatrice, caracterise 

en ce que la zone terminatrice comporte une sequence selon Tune des revendications 1 d 11. 

13) Gene chimere selon la revendication 12, caracteris6 en ce que la zone promotrice provient d'un pro- 
moteur de gene d'histone vegetale. 

14) Gene chimere selon Tune des revendications 12 et 13, caracterise en ce que la zone promotrice pro- 
10 vient du meme gene d'histone vegetale que le zone terminatrice. 

15) Gene chimere selon Tune des revendications 12 d 14, caracterise en ce que ta zone promotrice 
comprend un promoteur d'histone vegetale duplique. 

1 6) Gene chimere selon Tune des revendications 1 2 £ 1 5, caracterise en ce que ta zone promotrice contient 
au moins un promoteur d'un gene d'histone vegetale associe d un promoteur different issu d'un gene pouvant 

15 s'exprimer natureliement dans Ies plantes. 

17) Gene chimere seion i'une des revendications 12 & 16, caracterise en ce que le gene codant permet 
de conferer aux plantes une tolerance accrue vis d vis d'un herbicide. 

18) Gene chimere selon la revendication 17, caractense en ce que le gene de tolerance herbicide estfu- 
sionne d une sequence ADN codant pour une zone peptide de transit permettant I'accumulation du produit de 

20 la traduction du gene de tolerance herbicide dans un compartiment subcellulaire. 

19) Gene chimere selon la revendication 18, caracterise en ce que la zone peptide de transit permet ('ac- 
cumulation du produit de la traduction du gene de tolerance herbicide dans le compartiment plastidial. 

20) Gene chimere selon la revendication 18, caracterise en ce que la zone peptide de transit comprend, 
dans le sens de la transcription, au moins un peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme & 

25 localisation plastidiate, eventuellement une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'un gene ve- 
getal codant pour une enzyme & localisation plastidiale, puis eventuellement un second peptide de transit d'un 
gene vegetal codant pour une enzyme d localisation plastidiale. 

21) Gene chimere selon I'une des revendications 13 d 20, caracterise en ce que le gene de tolerance her- 
bicide code pour une enzyme active vis d vis d'herbicides dont la cible est I'EPSPS. 

30 22) Gene chimere selon fa revendication 21, caracterise en ce que le gene de tolerance herbicide code 
pour une enzyme active vis d vis du glyphosate. 

23) Gene chimere selon la revendication 21 , caracterise en ce que le gene de tolerance herbicide est d'ori- 
gine phylogenetique quelconque. 

24) Vecteur pour la transformation des plantes, caracterise en ce qu'il comprend un gene chimere selon 
35 I'une des revendications 13 £ 23 

25) Souche dAgrobacterium sp., caracterisee en ce qu'eile contient un vecteur selon la revendication 23. 

26) Cellule vegetale transformee, caracterisee en ce qu'eile contient un gene chimere selon I'une des re- 
vendications 12 d 23. 

27) Piante transformee obtenue a partir d'une cellule selon la revendication 26. 

40 28) Procede de construction d'un gene chimere seion I'une des revendications 13 k 23, caracterise en ce 

qu'on isole respectivement un zone terminatrice d'un gene d'histone vegetale selon I'une des revendications 
1 £ 9, au moins une zone peptide de transit, ainsi qu'au moins un transgene et une zone promotrice et que 
ensuite on Ies assemble dans le sens de la transcription du transgene. 
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